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periplasm  of  gram­negative  bacteria  and  consuming  them  from  within.  This
predator was thought to be dependent upon prey for nutrients since it lacks genes
encoding  for  critical  enzymes  involved  in  amino  acid  biosynthesis.  This  study,










upon prey  for nutrients, but  rather,  they  respond  to nutrients  in  the  surrounding
medium  and,  subsequently,  synthesize  and  secrete  proteases  in  a  nutrient­
dependent  manner.  The  major  secreted  proteases  were  identified  through  mass
spectrometry  analyses.  Subsequent  RT­qPCR  analyses  found  that  the  nutrient­
induced proteases are similar to those expressed within the prey periplasm during
the late intraperiplasmic growth phase. Furthermore, RNA sequencing found that
incubating  the  planktonic  attack­phase  cells  in  a  nutritious  environment  for  a
short period of  time (4 h) changes  its gene expression pattern  to a status  that  is
akin  to  the  late  intraperiplasmic  phase,  with  more  than  94%  of  the  genes
previously  identified  as  being  late  intraperiplasmic­specific  also  being  induced
by  nutrient  broth  in  this  study.  This  strong  correlation  between  the  gene
expression patterns hints that the availability of hydrolyzed prey cell components










































































































































































































































remain  only  a  very  minor  population.  As  in  b,  the  AP  B.  bacteriovorus  HD100
populations  remained  steady  for  120  h  (5  days)  in  both HEPES  and NB. Although
HIB variants were also observed  in each media,  their populations were 6­log  lower

























Time (h) 0 24 48 72
HEPES 1.03 ± 0.12 0.95 ± 0.04 0.84 ± 0.07 0.86 ± 0.1
















Differential  transcription  of  several  proteases  in  attack­phase  (AP)  and
intraperiplasmic (IP) B. bacteriovorus HD100. a Relative transcriptional levels of the
selected proteases in AP B. bacteriovorus in the different nutrient media preparations.
AP B. bacteriovorus were  incubated  for  4  h  in HEPES  buffer,  0.2×  nutrient  buffer
(NB), 1× NB, or 5× NB. The RNA was then extracted, and the expression levels of
the selected protease genes were determined using RT­qPCR. Each is shown relative
to  the  expression  levels  obtained  in  HEPES.  a,  b,  and  c  =  P  <  0.05  (n  =  3).  b
Transcriptional  levels  of  the  protease  genes  during  IP  growth  of B.  bacteriovorus.
RNA was collected from AP B. bacteriovorus  cells and  from E.  coli  bdelloplasts  at














































Comparative  eggNOG­based  analyses  of  the  attack­phase  B.  bacteriovorus  gene
expression  patterns  in  nutrient  broth  (NB)  vs  HEPES.  This  figure  shows  the




in  their  expression  (with  P  <  0.05)  were  considered  significant.  For  GP3/AP
transition (Karunker et al. 2013), the authors provided Bonferroni values instead of p
values.  Translation,  ribosomal  structure,  and  biogenesis  (J);  transcription  (K);
replication,  recombination,  and  repair  (L);  energy  production  and  conversion  (C);
carbohydrate transport and metabolism (G); amino acid transport and metabolism (E);
nucleotide  transport  and  metabolism  (F);  coenzyme  transport  and  metabolism  (H);




cell  division,  and  chromosome  partitioning  (D);  defense  mechanisms  (V);  cell
wall/membrane/envelope  biogenesis  (M);  post­translational  modification,  protein
turnover,  and  chaperones  (O);  intracellular  trafficking,  secretion,  and  vesicular
transport (U); cell motility (N); signal transduction mechanisms (T); both cell motility
and signal transduction mechanisms (NT)
Discussion
During its IP growth stage, B. bacteriovorus hydrolyzes the prey cell components,
including the proteins, RNA, and DNA, to provide the requisite building blocks it
needs for growth and replication [23]. This process is particularly critical for B.
bacteriovorus, as it lacks the ability to produce and degrade many amino acids, a
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characteristic that makes it dependent upon other organisms [7]. Although often
viewed as being strictly a predator that is dependent upon its prey, B. bacteriovorus
can also enter an axenic lifestyle [13], commonly referred to as a HIB. In a
previous study, we reported that HIB cells secrete proteases when growing
axenically in PYE media [13]. This suggested that the secretion of proteases was
either inherent to the HIB lifestyle or that it is a general phenotype that can be
induced by the presence of extracellular nutrients. We show here that it is the latter,
namely, that planktonic AP B. bacteriovorus HD100 also secretes proteases when
proteins are available in the surrounding media.
When AP predatory cells were incubated in the different nutrient media
preparations, we found that the extracellular protease activity increased
significantly. The maximum protease activities detected increased dose­dependently
and in a manner that correlated well with the concentration of the nutrients in the
media. This is shown in Fig. 1a, where the maximum protease activity seen in 1×
NB was 5­fold higher than with 0.2× NB (1.5 vs 0.29 ng proteinase K
equivalent/mL). Likewise, the maximum seen in 5× NB was 4.7­fold higher than
the maximum seen in 1× NB (7.0 vs 1.5 ng proteinase K equivalent/mL).
As nutrient broth is a complex medium, experiments were also performed using 1%
peptone to provide only amino acids and small peptides. The resulting protease
activity levels in 1% peptone were very similar to those seen in 1× NB (Fig. 1b), a
result that is consistent with the conclusion that planktonic predators utilize
extracellular amino acids to produce their proteases. Given that B. bacteriovorus
HD100 lacks the anabolic and catabolic pathways for many amino acids [7], its
need for amino acids is not surprising. These results demonstrate that, much like
HIB cells [13], planktonic B. bacteriovorus HD100 also secrete proteins when
extracellular amino acids are available. Not only does it secrete these proteins, but
the expression data in Fig. 2a shows that it also synthesizes them. The data in this
figure clearly shows that these genes are not expressed constitutively and simply
not translated due to a lack of amino acids. Rather, planktonic B. bacteriovorus
HD100 actively responds to the presence of extracellular nutrients by changing its
transcriptome and increasing the production of proteases. Secretion of these
proteases will, in turn, hydrolyze extracellular proteins and generate more amino
acids, which can serve as building blocks and an energy source for the further
production of proteases and other proteins in an iterative process.
Changes in its transcriptome extended far beyond these few protease genes,
however, as genome­wide RNA sequencing found 1× NB induced more than 60%
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of B. bacteriovorus’ genes by 1.5­fold or more. Focusing on genes annotated as
putative serine proteases (either extracellular or of unknown location), we found
that their expression patterns resembled those reported by Karunker et al. [9] when
the AP and the late IP growth phase (GP3) were compared (Fig. S1). We also
looked at the putative protease genes showing upregulation in Lambert et al. study
[12] at 30 min post­predation. However, only 4 of the 10 genes were significantly
upregulated (P > 0.05) in our study (Table S2, worksheet 4). This suggests that the
other six genes are likely induced by interactions between the predator and the prey,
or its components, rather than nutrients.
When we looked deeper into the whole transcriptomic profile provided by the RNA
sequencing data, we noticed that the overall patterns were similar with those
reported previously during the late IP growth [9], as illustrated when each gene was
classified according to its gene ontology (Fig. 3). The similarity went deeper,
however, as among the 1557 genes identified as being specific for late IP growth by
Karunker et al. [9], 94% (1464 genes) were also significantly upregulated by 1× NB
media in this study. Given that the reference samples in both studies were basically
identical, i.e., planktonic AP B. bacteriovorus within HEPES buffer, the similarities
between the gene expression patterns and the eggNOG results suggest that the
conditions experienced by late IP predators within their prey and planktonic AP
predators in 1× NB are analogous to one another. This similarity also implies that
the gene expression patterns seen during the late IP growth may result from amino
acids becoming available to the predator as prey proteins are hydrolyzed. This will
be studied further in a subsequent study.
It should be noted that although there is a significant correlation between our study
and that of Karunker et al. [9], the differential gene expression patterns in
Karunker’s study tended to be sharper in general for both upregulated and
downregulated genes for both serine proteases and across the whole genome (Figs.
S1 and S2, respectively). One intriguing idea is that these difference result from
regulatory networks within the predator. For instance, in Karunker et al. [9], eight
small RNAs (sRNAs) were identified that are specific to the attack phase and
highly downregulated in the late IP growth phase. The range of downregulation for
these sRNAs was between 16­ and 5295­fold. In this study, with the exception of
APsRNA5 which was actually expressed more strongly, these AP­specific sRNAs
were downregulated only slightly in 1× NB when compared to HEPES (1.3­ to 5.1­
fold; Table S2, worksheet 4). This included the merRNA, which was repressed only
1.3­fold when B. bacteriovorus HD100 was incubated in 1× NB. By comparison,
the merRNA expression was downregulated 5006­fold when the predator shifted
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from AP to late IP growth [9]. As the merRNA was found to harbor a c­di­GMP
riboswitch, Karunker et al. speculated that it may act in a “sponge­like action,”
absorbing the cellular c­di­GMP during the AP and, upon entering the prey,
releasing this signaling molecule [9]. If true, this would help to explain some of the
differences seen between the two studies as the merRNA population remains
largely unaffected in nutrient media. However, one may gather from these results
that the merRNA does not strongly regulate many of the late IP genes as their
expression is still induced during the AP by extracellular nutrients.
It is also worthy to mention that the hit locus and its nearby pilus genes
(Bd0108~Bd0119) were downregulated by approximately 2~3­fold (Table S3,
worksheet 4). Given the importance of this locus for predation [30, 31] and its high
expression level in the attack phase compared to the intraperiplasmic phase [9, 32],
this might partially explain why B. bacteriovorus predation is less efficient in rich
media as previously found by other groups [33, 34]. In Rotem et al., it was found
that incubating planktonic AP predatory cells with ghost prey cells together with
either PYE medium or prey extract led to the silencing of the hit locus (Bd0108)
and that was attributed mainly to the presence of the ghost prey cells [10].
However, downregulation of Bd0108 in this study suggests that the availability of
nutrients inside the prey may also be an additional stimulus.
Looking at the eggNOG categories shown in Fig. 3 found that the N group, which
contains mainly the flagellar assembly genes, had more genes downregulated than
upregulated upon shifting from HEPES to NB (this study) or from AP to GP3 [9].
However, for the GP3/AP shift, another group was also downregulated, the NT
group. This group mainly contains genes involved in chemotaxis (Table S3). Given
this observation, our study suggests that incubating the predator in a nutritious
environment does not shut the chemotactic system down. This in turn suggests that,
although B. bacteriovorus is provided the nutrients necessary for its metabolism
and maintenance, this predator is still searching for prey.
Images of the predators incubated for up to 3 days in HEPES show that their sizes
were reduced, a result that has been seen with other bacteria [35, 36] and
presumably occurs from the bacteriumbacteria consuming their own cellular
components to maintain their viability [37, 38, 39]. The predators in nutrient media,
however, were elongated, reaching average lengths that were nearly twice as long
as the predators in the HEPES buffer (Fig. 1e and Table 1). Taken together with the
transcriptome results, where most of the genes are induced in the nutrient media, it
is clear that planktonic AP B. bacteriovorus use the nutrients in the media for more
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than simply producing proteases. For B. bacteriovorus, it was reported that prey
cell extracts alone are not sufficient to induce growth and division but that
interactions with the prey cell membrane are also required [10]. In their study,
Rotem et al. saw the predator number increasing by more than 10­fold in 2 days
when prey extracts and ghost envelopes were used together [10]. In contrast, when
the cell extracts or ghost envelopes were used alone, or ghost envelopes with
nutrient media (PYE), the predator populations did not increase. The results here
agree with their findings, as well as several other studies [30, 40], and support the
idea that some specific conditions or signals provided by the prey are required for
B. bacteriovorus replication to occur. Although our predatory cells were elongated
after 48 h of incubation in nutrient media, their population did not increase.
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In conclusion, although B. bacteriovorus lacks the genes necessary for the
biosynthesis and degradation of numerous amino acids and, thus, it was suggested
that planktonic B. bacteriovorus cells exist in a pseudo­starvation mode and may be
dependent on their amino acid storage pool for protein synthesis during the AP [7],
this study demonstrates that this is not completely true. We show here that when
planktonic AP B. bacteriovorus HD100 cells encounter amino acids in the
surrounding media, they utilize them to synthesize and secrete proteases. Moreover,
the presence of extracellular nutrients also induces significant changes in the
transcriptome of this predator. These transcriptome changes were found to be
analogous to those seen during late IP growth of the predator, a finding that implies
that the induced expression of these genes during predation results partially from
the hydrolysis of prey proteins.
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